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Introduction : Down's syndrome is the most common congenital chromosomal anomalies which occurs
1 out of 700-1000 births. Until now, for prenatal diagnosis of Trisomy 21, invasive techniques such as
amniocentesis, chorionic villus sampling(CVS) and cordocentesis were used, but they encompass the rare
possibility of morbidity to the mother and fetus. Triple marker using maternal serum is a currently used
noninvasive method, but it only shows the accuracy of 60%. Accordingly, a noninvasive method, using fetal
cells from maternal blood is under extensive investigation. This study was undertaken to establish a noninvasive
prenatal genetic diagnostic method of trisomy 21 using fetal nRBCs rarely present in maternal circulation.
Materials and Methods : Peripheral venous blood samples were collected from 76 women and treated by
heparin. For the isolation of fetal cells, we used a triple density gradient centrifugation, and Vario-MACS and
Mini-MACS using CD45 and CD71, and then, the morphological differentiation of the fetal nRBC was
performed by Kleihaur-Betke stain. With GPA immunostain, nRBCs were identified by cytoplasm and GPA
attatchment, and after marking the site, a FISH was performed.
Results : This study population included 76 patients from 8 to 41 weeks of gestation, and nRBC was
separated from all cases. The morphological differentiation was achieved by K-B stain. The mean number of
nRBC collected from 20 ml of maternal peripheral blood was 15. The number of nRBCs retrieved reached its
peak in 12-18 gestational weeks(18.9 6.0) which decreased from 20 gestational weeks and thereafter. Fetal
sex was determined by FISH analysis using probe X, Y with GPA-immunostained cells. GPA-immuno FISH
analysis using probe 21 in 30 cases of advanced maternal age or positive triple markers, we confirmed 3 cases
of Down's syndrome. These results were also confirmed using the CVS or amniocentesis.
Conclusions : Fetal nRBCs were separated from all cases after 8 gestational weeks. Prenatal diagnosis of
trisomy 21 through GPA-immuno FISH analysis of chromosome 21 using separated fetal nRBCs is an useful,
innovative, accurate, rapid and non-invasive diagnostic method. But for clinical use, more cases of experiments
will be needed.
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-임산부 말초 혈액에 존재하는 태아 세포 분리 및 이를 이용한 산전 다운증후군의 유전자 분석-
다운 증후군(Down's syndrome)은 700-1000명당 1명꼴
로 발생하는출생아에서 가장흔한 염색체이상 질환으
로, Trisomy 21은이질환의 95%를차지하며, 정신박약,
선천성 심장 기형, 안면 기형, Simian crease와 백혈병의
위험 증가등을 특징으로 한다.1 이 질환의 특별한 치료
법이 아직까지 없으므로, 가장 좋은 치료법은 예방이라
할 수 있기에, 산전에 진단하여 이의 발생 빈도를 낮추
는 것이 최선의 방법이다.
현재까지 이의 산전 유전 진단을 위해 사용되어 온
양수천자(amniocentesis),2 융모막 채취(chorionic villus
sampling),3,4 태아제대혈액 천자(cordocentesis)5등의 방법
들은 결과를 알기까지 2-3주 이상의 기간이 필요하고,
침습적인방법으로드물지만태아와산모에게치명적인
위험을 초래할 수있다. AFP, Dual marker, Triple marker
는 모체의 혈청을 이용하므로 비침습적이기는 하나 그
정확도가 60%에 그치고 있어 선별 검사(screening test)
이상의 가치는없다.6,7 따라서 최근들어모체의말초 혈
액내에 존재하는태아 세포를분리하여 이를이용한 신
속하고, 정확하며, 비침습적인산전유전진단법의 개발
에 관심이 증대되고 있다.
Schmorl(1983)이자간증(eclampsia)으로사망한산모의
폐조직에서 영양배엽세포(trophoblast)를 발견한 이래,8
모체의 말초 혈액을 순환하는 세포들로는 영양배엽세
포, 림파구(lymphocyte), 유핵 적혈구(nucleated red blood
cell)등이 있음이 밝혀졌으며,9 - 11 이들 중 유핵 적혈구가
산전 유전 분석에 가장 좋은 세포로 알려져 있다. 그러
나이러한산모의말초혈액내에존재하는세포의수가
1/105 -1/107개로 극히 적기 때문에12,24 -25 이를 성공적으로
분리(separation), 농축(enrichment)시키는 방법의 개발이
지속적으로 연구되어 왔다. 태아 세포 표면에 존재하는
특이 항원에 대한 항체를 이용한 magnetic activated cell
sorting(이하 MACS로 약함)이나 fluorescence activated
cell sorting(이라 FACS로 약함)을 적용하여 태아의 세포
를 성공적으로 분리, 농축시켜 왔으나, 아직까지 모체
세포의오염이없는완벽한태아세포의분리방법은없
는 실정이다.13- 16 최근에 분자 유전학의 발달과 함께 염
색체에특이적인 DNA probe를사용하여간기(interphase)
의핵에서염색체이상을관찰할수있는 fluorescence in
situ hybridization(이하 FISH로 약함)의 방법을 이용하여
모체세포에의해오염된태아세포들중에존재하는이
수성(aneuploides)의 태아 세포를 진단해 냄으로써 산전
유전 진단이 가능하게 되었다.
본 연구는 모체 혈액 내에 미량으로 존재하는 태아
세포 중 유핵적혈구를 순수하게 분리하기 위해 triple
density gradient를 사용한원심분리법과 CD45와 CD71을
이용한 MACS를 시행하여, 태아 세포의 빈도와 yield를
높이고자 하였으며, 또한 분리된 태아 세포로 GPA-
immuno FISH법을이용한 21번 염색체의유전자분석을
통하여다운증후군(trisomy 21)의산전유전진단의유용
성을 보고자 시도되었다.
연구대상 및 방법
1. 연구대상
연세대학교산부인과외래를방문한산모중산전유
전학 검사 및 유전 상담의적응증이 되는 임신 8주에서
41주사이의총 76명을대상으로동의를얻은후침습적
인 산전 유전 진단법 시행 이전에 20ml의 말초 혈액을
채취하여 이를 heparin 처리하여 실험에 사용하였다.
2. 연구방법
1) 태아세포의분리 (modified Ganshirt-Ahlert method)
: 채취된 혈액은 PBS(phosphate buffered saline)나 HBSS
(Gibco)로 1:2비율로 혼합하여 실온에서 보관하였다.
50ml tube에 Ficoll-Hostopaque (Sigma)로 1077 1107 1119
의 세층의 서로 다른 gradient를 만든 후 그 위에 1:2로
혼합된 혈액 10ml를 얹고 3000rpm에서 30분간 원심 분
리하였다. 분리된 층 중에 mononuclear 층을 따로 모았
다. 이 층에는 다량의 모체 세포가 포함되어 있으므로,
순수한 태아 세포의 분리를 위하여 세포를 15ml
polyetylene tube에옮긴후 1X PBS로 3-4회 washing한후
CD45(DAKO)-microbead를 10세포당 80㎕를처리하여냉
장고에서 20분간반응시킨후 MACS를사용하여 column
을 걸었다. column내에 모아진 세포는 제거하고 밑으로
빠진 세포만을 선택하여(negative selection) 1X PBS로
2-3회 수세하였다. 모아진 세포를 1,200rpm 10분간(4 )
원심 분리하여 107세포당 40㎕의 CD71(DAKO)을 처리
하고, 냉장고에서 20분간 반응시킨 다음 MACS를 사용
하여 column을 걸었다. column내에 걸러진 세포는
MACS kit내의 압력 syringe를 이용하여 모았다(positive
selection).
2) 슬라이드제조 : 분리된태아세포를 1X PBS로 2-3
회 수세한 후 1,000rpm에서 5분간 원심분리하여 상층액
을 걷어낸 다음 PBS로 현탁하여 다시 원심분리하였다.
Cytospine (Sandone, Germany)을이용하여원심분리한후
세포 용액을 40㎕씩 취하여 슬라이드를 만들었다. 37
에서 20분간배양한후그위에미리데운 50mM KCL을
처리하고 20분니 지난 후 KCL을 버린 후 30% 신선 고
정액(3:1 v/v methanol acetic acid)와 70% 75mM KCL을
처리하였다. 5분후 새로운 고정액을 차갑게하여 1분간
처리하고 건조시켰다. 65 에서 2분간 슬라이드를 건조
시킨 후 Kleihauer-Betke 염색을 사용하여 광학현미경하
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